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Résumé
Étude de la dysfonction vasculaire mésentérique dans l’endotoxémie et
évaluation des inhibiteurs des voies du monoxyde d’azote
Introduction. La production massive du monoxyde d’azote (NO) observée dans les états
inflammatoires engendre des anomalies dans la réactivité des vaisseaux pouvant
contribuer à la détérioration hémodynamique. Objectif. Développer un modèle d’étude
de la réactivité vasculaire mésentérique dans l’endotoxémie et évaluer l’impact de
l’inhibition des voies du monoxyde d’azote dans ce modèle. Méthode. Des études de
réactivité vasculaire ont été effectuées dans une préparation d’intestins isolés (intestin
grêle et colon) chez le rat. Les intestins ont été perfusés d’une solution de Krebs-Ringer
modifiée et les variations de débit mesurées par sonométrie. Des études
immunohistochimiques artérielles ont été effectuées à l’aide d’un anticorps pour l’iNOS.
Les études ont été effectuées chez des rats normaux (contrôle, n=9), endotoxémiques
(lipopolysaccharides [LPSI, 20 mg/kg, n=6), et endotoxémiques pré-traités avec L
NMMA (100 mg/kg, n=6) et aminoguanidine (AMG 100 mg/kg, n=6). Résultats.
L’évaluation de la contractilité vasculaire avec phényléphrine 10-6 a révélé une atteinte
significative dans le groupe LPS; cette atteinte n’a pas été observée dans le groupe pré-
traité avec L-NMMA et AMG (-Mébit, contrôle: -13,7±0,9 mL/rnin, LPS: -6,3±2,4
mL/min, p<O,OO1, LNMMA : -10,5±2,3, p=ns, AMG: 11,0±3,6 mL/min, p=ns).
L’évaluation de l’activité de l’iNOS avec L-arginine 10-4, le précurseur du NO, a révélé
une activation significative dans le groupe LPS; cette activation a été inhibée dans le
groupe AMG (Adébit, contrôle: 0,4±0,6 mL/min, LPS: 4,0±1,1 mL/min, p<O,0001,
AMG: 1,1± 1,3 mL/min, p=ns). La relaxation engendrée par l’endothélium en réponse à
l’acétylcholine 10-6 a été abolie dans les groupes LPS; cette réponse a été préservée dans
le groupe AMG (z\débit, contrôle: 8,6±1,1 mL/min, LPS: -0,2±1,2 mL/min, p<0,OO1,
AMG: 6,4±2,1 mL/min, p=ns). Conclusion. L’AMG prévient la diminution de la
contractilité et de la relaxation engendrée par l’endothélium dans l’endotoxémie. Elle
peut donc contribuer à l’intégrité vasculaire et intestinale dans les états inflammatoires
associés avec l’activation de l’iNOS.
Mots clés : endotoxémie, réactivité vasculaire, perfusion mésentérique, monoxide
d’azote, aminoguanidine, L-NMMA.
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Abstract
Mesenteric vascular reactivity dysfunction in endotoxemia:
Evaluation of nitric oxide synthase inhibition
Background. Massive nitric oxide production in septic shock causes vascular reactivity
dysfunction that can lead to hemodynamic deterioration. Objective. Our objective was
to develop a model for the study of mesenteric vascular reactivity in endotoxemia and to
evaluate inhibitors of nitric oxide synthesis in this mode!. Methods. Vascular reactivity
studies were performed on rat isolated intestines. Those were removed from the animal
and perfused with Krebs-Ringer solution. flow variations were recorded by sonometly.
Arterial immunohistochemistry studies were performed using an inducible nitric oxide
synthase (iNOS) antibody. Studies were conducted in normal rats (n=9), endotoxemic
rats (lipopo!ysaccharide [LPSJ, 20 mg/kg, n=6) and endotoxemic rats pre-treated with NG
- monomethyl-L-arginine (L-NMMA 100 mg/kg, n6) and aminoguanidine (AMG 100
mg/kg, n=6). Resuits. Evaluation of vascular contractility with phenylephrine 10-6 M
showed significant impairment in the LPS group which was prevented by L-NMMA and
AMG pre-treatment (Aflow, mL/min, control —13,7±0,9, LPS: -6,3±2,4, p<O,OO1, L
NMMA —10,5±2,3, p=ns, AMG —11,0±3,6, p=ns). Evaluation ofiNOS activity by L
arginine 10-4 M administration showed signfficant activation in the LPS group and was
high!y inhibited by AMG (Aflow, rnL/min, contro!: 0,4±0,6, LPS: 4,0±1,1, p<O,000Y,
AMG: 1,1±1,3, p=ns). Endothelium-dependent relaxation with acety!choline 10-6 M
was biunted in the LPS group and restored by AMO (Aflow, mL/min, contro!: 8,6±1,1,
LPS: -0,2±1,2, p<O,OO1, AMG: 6,4±2,1, pns). Conclusion. Arninoguanidine restores
vascular contracti!ity and endothelia! synthesis of NO in endotoxemia and may contribute
to vascular and intestinal integrity in processes associated with iNOS activation.
Key words: endotoxin, vascular reactivity studies, mesenteric perfusion, nitric oxide,
aminoguanidine, L-NMMA.
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Introduction
Le monoxyde d’azote dans l’inflammation induite par le choc endotoxémique
Le choc septique est une entité clinique qui découle d’une atteinte généralisée de la
contractilité vasculaire. L’hypotension qui en résulte mène à l’hypoperfusion des
organes vitaux puis, s’il elle n’est renversée rapidement, à une dysfonction
progressive des systèmes cardiovasculaire, respiratoire, rénal et hépatique. Cette
détérioration est maintenant appelée le syndrome de dysfonction multi-systémique
et elle est associée à un risque important de décès”2’3. Dans sa forme sévère, cet
état est également associé à une diminution paradoxale de l’utilisation de l’oxygène
(02) par les cellules hypoperfusées, probablement par un malfonctionnement du
métabolisme aérobique de production du glucose.
Initialement, la bactérie en cause fut considérée comme l’élément clef dans la
pathogénèse du choc septique. Cette conception a évolué au cours des deux
dernières décennies et, malgré qu’elle soit bien à l’origine de l’état infectieux, la
pathogénèse du choc septique dans sa forme sévère est une réponse inflammatoire
de l’individu qui devient indépendante de la bactérie. Cette réponse peut en effet
persister malgré son éradication, et elle est entretenue par des ensembles de
médiateurs de l’inflammation, les cytokines. L’une des principales voies de
l’inflammation implique la synthèse du monoxyde d’azote par la synthase
2inductible du monoxyde d’azote. l’iNOS (inducible nitric oxyde synthase), une
enzyme dont la propre synthèse est stimulée par la présence de certaines cytokines.
En activant les voies de l’inflammation, on reconnaît donc maintenant que ces
cytokines proinflammatoires sont à la base de la pathogénèse du choc septique4’5.
La synthase inductible du monoxyde d’azote dans l’endotoxémie
La bactérie gram-négatif possède une enveloppe principalement composée d’un
lipopolysaccharide. Lors de la lyse de la bactérie par phagocytose, le processus
d’attaque par les cellules immunitaires de l’hôte, ce lipopolysaccharide (LPS), aussi
appelé endotoxine, est relâché dans l’organisme par voie hématologique.
L’endotoxine peut activer plusieurs cascades inflammatoires chez l’humain et
l’animal en induisant l’action de certaines enzymes ou en induisant la synthèse
d’enzymes non-régulées, comme c’est le cas pour l’iNOS, une enzyme de synthèse
du monoxyde d’azote qui n’est pas présente à l’état sain6. Cliniquement.
l’endotoxine entraîne des changements délétères sur la physiologie
cardiorespiratoire et une acidose métabolique qui s’installent en quelques
heures7’8’9. La modulation de ces cascades et l’atténuation de cette puissante
réaction de défense de l’organisme est une nouvelle avenue dans le traitement de
l’état inflammatoire ‘°.
L’endotoxine pénètre les tissus vasculaires et son action principale sur les voies du
monoxyde d’azote a lieu au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires. Elle
3mène à l’induction de la synthèse de l’iNOS, enzyme qui n’est pas présente dans
les tissus vasculaires à l’état sain (Figure 1)h11213. L’iNOS est synthétisée
principalement dans les cellules musculaires lisses mais sa présence dans les
cellules endothéliales est décrite’4. L’iNOS produit le monoxyde d’azote et la
L-citrulline par lyse de la L-arginine, un acide aminé disponible dans le cytosol.
Contrairement à la synthase endothéliale constitutive du monoxyde d’azote
(ecNO$), dont l’action est finement régulée par des médiateurs physiologiques
ayant pour intermédiaire le complexe calcium/calmoduline, l’action de
l’iNOS est non-contrôlée et donc principalement dépendante de la concentration de
la L-arginine, son substrat. L’induction de I’iNOS par l’endotoxine mène donc à la
production massive de monoxyde d’azote (NO) dans la paroi vasculaire’5. Ceci
explique la vasodilatation par administration de L-arginine et la diminution de la
réponse contractile adrénergique à la phényléphrine observées initialement chez les
animaux endotoxémiques’6’7”8”9. L’administration de L-arginine dans le choc
septique chez l’humain produit également une vasodilatation systémique par ce
mécanisme20. Le monoxyde d’azote agit comme vasodilatateur local en activant la
production de guanosine monophosphate cyclique (GMPc) par la guanylate cyclase
de la cellule musculaire lisse, ce qui mène à une l’ouverture des canaux potassiques
membranaires et entraîne la relaxation musculaire. Cette « vasoplégie » devient
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5systémique dans l’endotoxémie profonde. La voie inductible du monoxyde d’azote
est donc l’une des principales voies responsables du tableau clinique du choc
septique21’22. Malgré qu’elle représente vraisemblablement un mécanisme de
défense de l’organisme contre l’insulte bactérienne, la surproduction de monoxyde
d’azote qu’elle engendre devient délétère en ce qu’elle entraîne une perte de la
capacité d’autorégulation du débit sanguin d’un lit vasculaire23, et ainsi des
phénomènes d’ischémie (sous perfusion) ou d’oedème (perfusion exagérée et
augmentation de la perméabilité de I’endothélium aux protéines sériques). Les
inhibiteurs non-sélectifs du NO aurait un effet délétaire sur la perméabilité de la
muqueuse digestive chez le rat24, ce qui suggère un rôle protecteur du NO. Un effet
bénéfique du NO sur l’intégrité de la fonction hépatique a également été démontré
chez la souris25 les souris ne possédant pas le gène menant à la transcription de
l’iNOS présente une insulte hépatique accrue dans l’ischérnie. Cependant, les
souris ne possédant pas ce gène présentent une atténuation de la réponse
hypotensive dans un modèle d’endotoxémie 26,27 L’absence du gène serait
également protecteur de la fonction barrière de la muqueuse digestive, ce qui
suggère un effet délétaire d’une production excessive de NO28.
À l’état sain, la vasodilatation locale est régulée par la synthase endothéliale
constitutive du monoxyde d’azote, l’ecNOS (Figure 1). L’activité de cette enzyme
est régulée localement mais elle est également sous l’influence de médiateurs
intravasculaires qui agissent par l’intermédiaire de récepteurs membranaires
spécifiques, comme l’acétylcholine (ACh) et la bradykinine (BK). Ces derniers
6activent la cascade de la phospholipase C (PLC) par l’intermédiaire des protéines
ou récepteurs membranaires G. Plusieurs protéines G ont été identifiées et chaque
récepteur possède une affinité spécifique pour certaines d’entre elles.
L’acétylcholine agit par l’intermédiaire des récepteurs muscarinique,
principalement le récepteur M2 au niveau cardiaque et vasculaire29, qui activent
certaines fonctions cellulaires en se liant principalement au protéines G. La
bradykinine agit via 2 récepteurs (BKB I R et BKB2R)3° qui se lient principalement
aux protéines Gq mais également aux protéines G avec différentes affinités. La
sérotonine est associée à 7 récepteurs membranaires qui se lient aux protéines G,
G0, Gq, G et Gqii, chaque récepteur ayant ses affinités spécifiques31. L’inositol
triphosphate (1P3) ainsi produit, génère une augmentation de la concentration
calcique et une activation de la calmodutine. Celle-ci active l’ecNOS de façon
contrôlée en ce que cette activation est courte et dépendante d’une regénération
constante de la cascade. Ainsi, lorsque la stimulation cholinergique cesse, l’ecNOS
devient rapidement inactif. Le monoxide d’azote est ainsi une voie de
communication paracrine majeure du tissu vasculaire à l’état sain, transmettant des
influences sur le tonus vasculaire. Il est également protecteur des fonctions de la
celluLe, entre autre par ses effets anti-oxidants et donc cytoprotecteurs32’3334.
Plusieurs agents endogènes. appelés « donneurs de monoxyde d’azote », peuvent
ainsi activer l’ecNOS et entraîner la relaxation du muscle lisse. L’endotoxémie
mène à une perte de la régulation endothéliale de vasodilatation35. Cet effet a été
démontré dans plusieurs lits vasculaires36’37’38. Les mécanismes de cette
dysfonction de l’ecNOS demeurent inconnus, la littérature suggérant parfois une
7déplétion de L-arginine par consommation accrue de l’iNOS et parfois une
inhibition directe de Ï’ecNOS par l’endotoxine39’40. L’arginase, une enzyme
également induite par le choc endotoxémique et pouvant cliver l’arginine pour
produire l’ornithine, a également été impliquée dans la déplétion de ce précurseur
du monoxyde d’azote41.
La découverte de l’induction de l’iNOS dans l’endotoxémie et de son importance
dans la pathogénèse du choc septique mena rapidement à l’étude de l’iNO$ dans
d’autres états inflammatoires fréquemment rencontrés en médecine clinique.
Notamment, l’induction de l’iNO$ a depuis été décrite dans plusieurs états
inflammatoires auto-immunitaires, dans le diabète et dans l’inflammation induite
par l’utilisation de la circulation extra-corporelle en chirurgie cardiaque42’55’59’60.
La voie inductible du monoxyde d’azote peut être inhibée dans son induction par
des inhibiteurs de l’inflammation ou dans son action par les analogues de la
L-arginine, agents compétiteurs. Les anti-inflammatoires corticostéroïdiens
peuvent bloquer l’induction de la synthèse de l’iNOS en réponse à
l’inflammation43’44’45. Malgré leur absence d’action sur les voies constitutives de la
réactivité vasculaire (ecNOS)46, leur avantage clinique n’a pas été décrit dans la
plupart des états d’inflammation, et particulièrement dans les états infectieux. Ceci
a été attribué à leur action d’immunosuppression globale: atténuation de la
production de leucocytes par la moelle épinière, inhibition de l’immunité humorale
et cellulaire.
8La modulation de l’activité de l’iNOS par les analogues de la L-arginine a été
décrite dans plusieurs contextes cliniques. La NGmonométhylLarginine
(L-NMMA) est un inhibiteur non-sélectif des synthases du monoxyde d’azote.
Sa puissance d’inhibition de l’ecNOS et de l’iNOS est environ équivalente. II fut
initialement démontré chez le rat endotoxémique qu’elle restaurait les résistances
périphériques et la réponse à la stimulation adrénergique47’48. Malgré la
démonstration d’une amélioration de la fonction hépatique49, son avantage clinique
dans l’endotoxémie demeure controversé. Malgré une augmentation des
résistances périphériques, une chute du débit cardiaque et des indices abaissés de
perfusion des organes cibles ont été démontrés°’51. Ces résultats ont été attribués à
l’impact négatif d’une inhibition des voies constitutives du monoxyde d’azote et
donc à une perte de son rôle protecteur sur l’intégrité tissulaire et vasculaire dans
l’inflammation52-53.
Les inhibiteurs sélectifs de l’iNOS ont été caractérisés in vitro par leur action sur
les synthases du monoxyde d’azote du macrophage54. Les deux classes principales
sont tes thiourées et les guanidines, dont la plus puissante est l’aminoguanidine
(AMG). La capacité dinhibition de LiNOS de cette dernière est aussi puissante
que celle du L-NMMA (1C50. AMG 7 iM, L-NMMA 10 tM), mais son affinité
pour l’ecNOS 30 fois moins importante. La 1,3-diaminoguanidine (1-3-DAG) est
un inhibiteur de l’iNOS 25 fois moins puissant que l’aminoguanidine mais dont
l’affinité pour l’ecNOS est minime. La l-3-DAG est donc l’inhibiteur le plus
9sélectif de l’iNOS parmi les guanidines. Certaines guanidines, telle la
monornéthylguanidine (MMG). n’ont qu’une affinité faible pour les deux enzymes.
Les inhibiteurs des synthases du monoxyde d’azote ont également été comparés
dans certains contextes cliniques, dont l’endotoxémie55. Les agents non-sélectifs
de l’iNOS ont eu un impact négatif sur la perfusion mésentérique et hépatique56.
Les inhibiteurs sélectifs de l’iNOS. potentiellement plus physiologiques puisqu’ils
préservent l’intégrité du contrôle endothélial du tonus vasculaire, ont été évalués in
vivo. Une étude chez le rat endotoxémique anesthésié a démontré une diminution
des marqueurs de dysfonction multi-systémique avec aminoguanidine en pré-
traitement57. Dans un modèle murin, l’aminoguanidine a prévenu la synthèse
massive du monoxyde d’azote par l’iNOS après 60 minutes d’exposition à la
circulation extra-corporell&8.
Chez l’humain, plusieurs séries ont démontré l’efficacité du bleu de méthylène.
inhibiteur de la guanylate cyclase, dans la restauration des résistances vasculaires
périphériques chez des patients en choc réfractair&’9’60. Son avantage sur la survie
n’a cependant pas été démontré. L’utilisation du L-NMMA semble avoir précipité
la défaillance multi-systémique chez le patient en choc septique, ce qui serait
potentiellement relié à une baisse de la perfusion des organes cibles par diminution
du débit cardiaque et vasoconstriction prononcée des lits vasculaires rénal et
splanchnique61.
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La dysfonctïon endothéliale mésentérique dans le choc relié à l’inflammation
L’induction de l’iNOS a été impliquée dans des pathologies aussi variées que le
choc septique, le choc hypovolémique, et le syndrome de réponse inflammatoire
systémique62’63’64. La distribution de l’activité de synthèse du monoxyde d’azote et
la présence de l’iNOS dans la paroi artérielle du lit mésentérique ont aussi été
décrites dans l’inflammation chez l’animal65. L’impact de l’induction de l’iNOS
sur la réactivité vasculaire mésentérique demeure cependant peu décrit. Cet impact
revêt une importance en ce que l’atteinte du lit mésentérique peut entretenir la
pathologie inflammatoire. Premièrement, le débit sanguin à l’intestin représentant
le quart du débit cardiaque total, une vasodilatation mésentérique peut signifier une
baisse de la perfusion des organes vitaux susceptible d’entretenir la défaillance
multi-systémique. Ensuite, des phénomènes d’ischémie intestinale locale peuvent
affecter la fonction barrière de la muqueuse digestive et, secondairement, mener à
une translocation de la flore bactérienne intestinale. Des études récentes ont
d’ailleurs démontré une augmentation de la translocation bactérienne dans certains
états d’inflammation systémique66’67’68. L’induction de l’iNOS a été mise en cause
dans l’augmentation de la transiocation bactérienne découlant du choc
hémorragique et une diminution de ce phénomène associée à l’administration
d’AMG et de NGaminoLméthylester (L-NAME) a récemment été décrite69.
La plupart des résultats mentionnés précédemment découlent de travaux ayant
étudié la réactivité des artères de premières générations, telles l’aorte, l’artère
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mésentérique supérieure et l’artère fémorale. Il s’agit donc d’études des vaisseaux
de conductance. Le lit vasculaire mésentérique de résistance demeure peu étudié.
Ceci est entre autre relié au fait que la description de la contribution de la
malperfusion intestinale au tableau clinique de la réaction systémique
inflammatoire est relativement récente mais également au fait qu’il n’existe pas de
modèle simple et physiologique permettant d’étudier cette atteinte.
Modèles existants d’étude de la réactivité vasculaire mésdntérique
Les études initiales de réactivité vasculaire dans l’endotoxémie ont été réalisées sur
des modèles de tension isométrique exercée sur des anneaux vasculaires isolés.
Dans ces modèles, l’aorte d’un rat, par exemple, est disséquée et coupée en courts
segments qui sont placés sous tension dans des bains de solution physiologique
oxygénée. La tension est générée par deux tuteurs métalliques fins et un capteur
détermine les variations de tension qu’exerce l’anneau en réponse à divers agents
vasoactifs. Ce modèle a été validé pour l’étude de la réactivité vasculaire dans
plusieurs contextes cliniques, dont 1’ endotoxémie.
Il possède cependant plusieurs limitations. Premièrement, il exige que les
vaisseaux étudiés soient d’un certain calibre (au moins 0.5 à 1 mm), ce qui limite
son utilisation à l’étude des lits de conductance ou aux artères de résistance de toute
première génération. Ces lits de conductance (aorte et troncs vasculaires
proximaux) contribuent peu à la résistance vasculaire, celle-ci étant générée
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principalement par les artères de petit calibre et les artérioles. Ces vaisseaux sont
trop petits pour être étudiés dans des modèles de tension isométrique. L’utilisation
de vaisseaux mésentériques de 3C génération (100 à 200 tm) est rapportée: la
sensibilité des résultats et la réponse même aux agents vasoactifs est très influencée
par les conditions de montage de ces anneaux extrêmement fragiles70’71.
Le modèle murin décrit par McGregor en 1965 est encore utilisé aujourd’hui dans
des études de résistance vasculaire72. Ce modèle implique une dissection du lit
vasculaire mésentérique dans laquelle l’artère mésentérique supérieure est canulée
et l’intestin réséqué pour ne garder que le mésentère. Le lit vasculaire est ensuite
perfusé à débit constant de 2 à 6 mL/min (pour des animaux de 200 à 400 g) et les
variations de pression dans le lit artériel sont mesurées. Pour générer des résultats
reproductibles, la préparation vasculaire doit être pré-contractée avec KC1 ou
phényléphrine de façon à générer des variations de tension suffisantes pour
interprétation. Cela implique que le débit de perfusion doit être ajusté à des valeurs
infra-physiologiques, le débit mésentérique normal d’un rat de 300 g étant
d’environ 30 à 40 mL/min73. Ce modèle implique également qu’une grande partie
du lit de résistance soit exclue puisque l’intestin, ses artérioles et son réseau
veineux sont réséqués, ceux-ci contribuant à la résistance et à la capacitance
vasculaire mésentérique, tel que démontré par Wamer74. L’exclusion de l’intestin
implique également que les interactions entre l’organe et son lit vasculaire ne sont
pas étudiées. Les groupes ayant étudié l’impact de l’endotoxémie sur les voies du
1-.,
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monoxyde d’azote au niveau mésentérique et utilisant ce modèle ont rapporté des
résultats parfois contradictoires75’76.
Les artères de résistance ont été étudiées récemment dans des modèles de vidéo
microscopique dans lesquels des vaisseaux inférieurs à 200 tM sont isolés et placés
dans des médiums permettant de les exposer à des agents vasoactifs77. Les
désavantages de ce modèle sont qu’il exige un équipement contraignant et
sophistiqué et une préparation coûteuse et exigeante sur le plan technique. Il
implique également, comme le modèle d’anneau vasculaire, l’étude d’un vaisseau
isolé, éloigné de l’organe lui-même.
Certains modèles de perfusion intégrale de l’intestin ont été validés chez le rat.
L’un d’eux développé par le groupe de Jackson et al. implique une perfusion in
vivo par une pompe péristaltique78. Intéressant puisqu’il reproduit bien l’état
physiologique, mais ce modèle est peu utilisé car il implique une préparation
longue et complexe. Lorsque comparé au modèle de perfusion in vitro de
McGregor, Jackson et al. avaient démontré un effet inverse de la prostaglandine E2
sur la contractilité à la phényléphrine, ce qui démontre l’ampleur de l’impact de
l’isolation du lit artériel mésentérique sur les phénomènes de réactivité vasculaire
de base.
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Hypothèses et objectifs
I- Développement et validation d’un modele d’étude de la réactivité
vasculaire mésentérique chez le rat
Notre premier objectif était de développer et de valider un modèle d’étude de la
réactivité vasculaire mésentérique qui permettrait de décrire l’atteinte de l’intégrité
vasculaire de l’intestin dans l’état inflammatoire. Ce modèle devrait posséder les
qualités suivantes : reproduction de l’état physiologique de la perfusion intestinale,
reproducfibilité élevée, facilité d’exploitation (simplicité et rapidité, coût faible).
Ce modèle devait donc impliquer que le lit vasculaire mésentérique soit étudié à
pression et débit de perfusion s’apparentant à l’état in vivo. Il devait impliquer que
l’entité mésentère-intestin (intestin grêle et colon) soit maintenue intacte dans la
mesure du possible afin d’inclure dans le lit de résistance les artérioles et le lit
veineux, et afin de préserver les interactions entre le lit vasculaire et son tissu de
soutien.
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II- Étude de la réactivité vasculaire mésentérique dans I’endotoxémie
lia. Description de l’atteinte vasculaire mésentérique dans
l’endotoxémie
Notre deuxième objectif était de décrire la capacité de vasoconstriction et de
vasorelaxation du lit mésentérique dans le cadre de ce modèle pour l’état sain et
dans l’état inflammatoire qu’est l’endotoxérnie profonde. Le mécanisme ciblé pour
ces études est celui des voies du monoxyde d’azote, impliquant donc une
évaluation de l’activité de ces deux enzymes de synthèse au niveau intestinal,
l’ecNOS et l’iNOS.
IIb. Impact des inhibiteurs sélectifs et non-sélectifs du monoxyde
d’azote sur la réactivité vasculaire dans l’endotoxémie
Notre troisième objectif était de décrire la capacité d’inhibiteurs connus des voies
du monoxyde d’azote à restaurer la physiologie vasculaire dans l’endotoxémie. Les
agents étudiés seront les inhibiteurs non-sélectifs des voies du monoxyde d’azote et
les inhibiteurs sélectifs de l’iNO$. Ces agents seront étudiés lorsqu’administrés de
façon précoce (avant l’induction du choc) et de façon tardive (après instauration de
l’état de choc), pour déterminer si le traitement permet de prévenir la dysfonction
vasculaire mais également de restaurer la physiologie vasculaire d’un sujet atteint.
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I- Développement et validation d’un modèle pour l’étude de la réactivité
vasculaire mésentérique chez le rat
Matériel et méthodes
Modèle de perfusion mésentérique
Animaux et manipulations. Des rats Sprague-Dawley de 300 g ont été choisis
pour ces expériences. Faciles à manipuler, ces animaux ont un débit mésentérique
moyen variant de 30 à 40 mL/min. Ce débit est facilement compatible avec un
système de tubulure standard (1/4”) et les sondes à ultrasons adaptées à ces débits
ont une précision adéquate (±1 mL/min, Transonic Systems Inc., Ithaca, NY,
É.-U.). Une expérience de 60 minutes ne nécéssite qu’environ 2 L de solution de
Krebs-Ringer modifiée. Une anesthésie intra-musculaire avec kétamine 75 mg/kg
et xylasine 5 mg/kg a été choisie. Ces médicaments ont une action rapide et un
impact hémodynamique relativement restreint. Pour éviter les phénomènes
thrombotiques reliés à la manipulation des vaisseaux mésentériques pendant la
procédure, une anticoagulation systémique avec héparine 5 mg/kg en intra
musculaire a été administrée. Les expériences préliminaires ayant servi au
développement du modèle et à la détermination des dosages, des agents vasoactifs
ont été injectés chez 10 animaux sains. Les expériences de description de la
réactivité vasculaire mésentérique chez le rat sain ont ensuite été effectuées chez
9 animaux (groupe contrôle, n9).
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Modèle de perfusion mésentérique. Afin d’obtenir un état de perfusion de
l’intestin se rapprochant le plus possible de l’état physiologique, un modèle de
perfusion par gravité à pression constante a été choisi. Ce modèle s’inspire de la
préparation cardiaque de Langendorff. L’intestin (intestin grêle et colon) a donc
été perfusé d’une solution physiologique (voir ci-bas) contenue dans un réservoir
situé $0 cm au-dessus de l’organe (Figure 2). La pression de perfusion est donc de
$0 cmH2O, ce qui correspond à peu près à la tension artérielle moyenne de l’animal,
d’environ $0 mmHg. Ce réservoir se déverse par gravité dans une chambre de
déaération à deux entrées qui permet d’alterner la source de solution entre deux
réservoirs sans interrompre la perfusion. Cette chambre est reliée à l’organe par
une tubulure au bout de laquelle est insérée une canule adaptée à l’aorte de l’animal
(environ 1,5 mm de diamètre). Elle permet d’alterner la source de solution de
perfusion entre un réservoir principal et un réservoir alternatif contenant la
phényléphrine. Les agents vasodilatateurs sont administrés par une tubulure
latérale branchée à un pousse-seringue automatique à débit réglable. Le débit de
ces perfusions est ajusté à 1/100e du débit total au moment de débuter
l’administration de chaque agent. Dans cette dernière tubulure est intercalé un
débimètre cylindrique à ultrasons de 3 mm de diamètre (Transonic Systems Inc.,
Jthaca, NY, É-U). L’appareil est relié à un polygraphe précalibré (Gould
Instruments, OH, USA) permettant d’inscrire les courbes de débit sur du papier
millimétrique.
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Instruments, OH, USA) permettant d’inscrire les courbes de débit sur du papier
millimétrique.
Figure 2. Montage expérimental et shéma. RP, réservoir principal, RA, réservoir
alternatiF (Krebs-Ringer modifié + phényléphrine 10-6), CD, chambre de déaération,
CO, chambre d’orane.
CO
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Préparation intestinale. Pour relier l’intestin au système de perfusion, une
procédure d’explantation a été développée. Cette procédure devait permettre de
perfuser l’intestin de solution physiologique immédiatement après l’arrêt de la
perfusion sanguine chez l’animal anesthésié.
Les animaux sont mis à jeun 12 heures avant l’expérience pour obtenir un intestin
relativement vide. Après anesthésie et anticoagulation. l’animal est placé sur une
table de dissection située 20 cm sous un réservoir de solution physiologique et à
moins de 2 mètres du montage de perfusion mésentérique décrit ci-haut. Une
laparotomie médiane est effectuée. L’aorte abdominale est disséquée et l’artère
mésentérique supérieure (AMS) est identifiée (Figure 3). L’aorte est ligaturée en
dessous de 1’AMS et une canule de perfusion est insérée dans l’aorte au niveau de
l’AMS par une incision latérale longitudinale (Figure 4b). Cette canule était
préalablement reliée au réservoir de perfusion. L’oesophage, le rectum et les
vaisseaux portes sont ligaturés et sectionnés et une canule est insérée dans la veine
porte (Figure 5a). Cette canule permet d’orienter le retour du liquide effluent, d’en
effectuer facilement des prélèvements et d’empêcher une congestion veineuse.
L’organe est ensuite explanté en bloc et placé dans la chambre d’organe après avoir
été pesé (Figure 5b). Le transfert est effectué en quelques secondes. l’organe étant
toujours perfusé. Le changement de la tubulure de transfert à la tubulure du
montage expérimental est effectué en prenant soin de rincer toutes les parties des
tubes de perfusion afin d’éviter le passage de bulles d’air. L’organe a initialement
été baigné dans la solution d’effluent. Un exemple des courbes de contraction-
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Figure 3. Dissection des vaisseaux mésentériques . A, aorte,
AMS, artère mésentérique supérieure, AC, artère céliaque.
Fiure 4. a) Canule aortique. b) Canulation de l’aorte au niveau de l’artère
mésentérique scipérieure et ligature de l’aorte distale avec une hémaclip.
AMS, artère mésentérique supériecire
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relaxation avec phényléphrine à ce moment est illustré dans la figure 6 (voir
Résultats). L’organe a été pesé après l’expérience pour quantification de l’oedème.
Après le prélèvement de l’organe, les animaux sont sacrifiés à l’aide d’une dose
léthale de pentobarbital. La manipulation et le traitement des animaux dans le
cadre de cette étude ont été approuvés par le comité d’éthique sur l’utilisation des
animaux de laboratoire du Centre de Recherche de l’Institut de Cardiologie de
Montréal.
Développement de la chambre d’organe. Lors des expériences initiales, les
débits basaux avant et après contraction n’étaient pas égaux. Une chambre
d’organe qui permettrait d’effectuer rapidement un rinçage du liquide d’effluent a
été élaborée. L’organe ne subirait pas l’influence des agents vasoactifs accumulés
dans le bain. Cette chambre a été confectionnée sur mesure et elle est constituée
d’un compartiment interne de 12,0 cm de diamètre et de 5,0 cm de hauteur, et d’une
chambre externe de 1,0 cm de largeur (Figure 5b). Elle est donc adaptée à l’intestin
d’un animal d’environ 300 g. La chambre interne est reliée par un port d’entrée
situé au fond de la chambre à un réservoir de Krebs-Ringer modifié. Le port de
sortie est situé près du rebord supérieur de la chambre. Ce système permet de faire
baigner l’organe dans la solution physiologique et de rincer la chambre au besoin
afin d’éviter que l’organe ne subisse l’influence d’agents vasoactifs accumulés dans
le bain. La chambre externe est reliée à un bain thermostatique réglé à 37 C° muni
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figure 5. a) Préparation intestinale explantée. Une canule de 1 mm a été
installée au niveau de la veine porte, CV[ canule veine porte
b) Chambre d’orane. D, débimè.tre, EE, entrée d’eau 37 C, chambre
externe. ESI entrée de solution physiologique chambre interne. PI,
préparation intestina1eSSI sortie de solution physiologique, chambre
interne, SE. sortie eau chambre externe, TI tubulure de perfusion.
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d’une pompe de perfusion continue (3M Health Care Group, Ann Arbor, MI).
Un rinçage du bain d’organes avec Krebs-Ringer s’est avéré nécessaire pour
obtenir des stabilisations de débit rapides après les expériences de contraction-
relaxation (environ 2 minutes, Figure 6c). Une température constante du liquide
baignant l’organe à 37 oc facilitée par l’utilisation d’un couvercle s’est avérée
primordiale pour l’obtention de résultats reproductibles.
Choix de la solution physiologique de perfusion. La solution de Krebs-Ringer a
été utilisée initialement puisqu’efficace dans le modèle de perfusion cardiaque par
gravité de Langendorff. Une concentration de chlorure de calcium de 2,6 mmol/L a
été choisie puisqu’elle permettait de générer des contractions de plus grande
amplitude qu’à 1,3 mmol/L et puisqu’elle correspond à la concentration sérique
chez l’animal. La solution de Krebs-Ringer a donc été modifiée pour les
expériences subséquentes : (mmol/L) NaC1 118.3; KC1 4,7, MgSO4 1,2, K2HPO4
1,22, cacl2 2,6, NaHCO3 25; dextrose 15,0, P02 95%, pCO2 5%, 37 °C.
Choix des agents vasoactifs. Le stimulateur des récepteurs adrénergiques
phényléphrine (Phe) a été choisi puisqu’il s’est avéré efficace dans les expériences
initiales, Cet agent, utilisé en médecine clinique, est un analogue des agents
adrénergiques endogènes adrénaline et noradrénaline. Il agit par stimulation des
récepteurs adrénergiques alpha situés au niveau des artères et artérioles de
résistance du lit mésentérique. Ces récepteurs sont également présents dans la
24
paroi des veines mésentériques68. Une précontraction avec KC1 n’a pas permis
d’effectuer des vasodilatations reproductibles. De plus, les effets délétaires du KC1
sur la fonction et la viabilité des cellules endothéliales a été étudiée et
démontrée79’80. Des concentrations de Phe 10-4, 10-5 et 10-6 ont généré des
diminutions de débit de 85%, 70% et 50%, respectivement (Figure 6a, Phe 10-4).
Une concentration de 10-6 a permis d’effectuer une deuxième expérience 15 à 20
minutes plus tard avec résultat reproductible (figure 6b). Cette concentration a
donc été choisie pour les expériences subséquentes.
La présence de l’iNO$ a été évaluée par perfusion latérale de la L-arginine (L-arg),
son substrat. Une concentration de 10-4 a été choisie, concentration maximale
compatible avec son utilisation clinique. Des expériences de vasodilatation du lit
précontracté à la phényléphrine par activation de l’ecNOS sont ensuite effectuées à
l’acétylcholine (ACh). Une vasodilatation normale à l’acétylcholine témoigne de
l’intégrité de la cascade de l’ecNOS, impliquant récepteur membranaire, protéine G
phospholipase C, calmoduline et l’enzyme elle-même (figure 1). La concentration
d’acétylcholine permettant d’obtenir une restauration du débit à environ 90% de sa
valeur initiale a été déterminée, celle-ci étant de 10-6. La première courbe de
vasoconstrictionlvasodilatation obtenue à ces doses est reproduite à la Figure 6d.
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Figure 6. Courbes de contraction-relaxation des expériences initiales.
a) contraction avec phényléphrine 10-4. b) contractions répétées avec
Phe 10-6. c) contraction-relaxation avec Phe-Ach sans rinçage puis
avec rinçage de la chambre d’organe. Le rétablissement du débit de
base est plus efficace avec rinçage. d) première contraction relaxation
une fois la technique maitrisée. Phe, phényléphrine, Ach, acétylcholine
L-arg, L-arginine.
Temps (mm) 60
Phe ID—6
Phe
Temps (mm) 60
Temps (mm) 60
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Des expériences de vasodilatation du lit précontracté à la phényléphrine par
activation directe de la GMPc ont finalement été effectuées avec le nitroprussiate
de sodium (NPS). un donneur exogène de NO. Cet agent est un agoniste direct de
la guanylate cyclase et permet donc de confirmer l’intégrité du muscle lisse après
une expérience de réactivité vasculaire avec des agents agissant sur des
mécanismes endothéliaux. Contrairement à l’acétvlcholine, son action est
prolongée et il doit donc être utilisé en fin d’expérience. La concentration
minimale permettant de restaurer le débit à environ 100% de sa valeur initiale a
donc été déterminée, celle-ci étant de 10-6 mmol/L.
Produits et solutions
Toutes les solutions ont été préparées quotidiennement dans l’eau nanopurifiée
(filtres nanométriques). La phényléphrine, l”acétylcholine, la L-arginine, le
nitroprussiate de sodium, ont été achetés à Sigma Chernicals (St-Louis, MO, É.-U.).
Analyses statistiques
Les résultats sont exprimés en termes de moyenne ± erreur-type. Une valeur de p
inférieure à 0,05 a été considérée comme étant statistiquement significative.
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Résultats
Les expériences préliminaires ont été effectuées sur 19 préparations intestinales
provenant d’animaux sains. Un péristaltisme préservé (contractions constantes) a
été observé dans la chambre d’organes pour toute la durée des expériences. Le
poids moyen de la préparation est passé de 43±5 g au début des expériences à
58±7 g après une heure de perfusion, pour une différence moyenne de 16±4 g.
Les analyses biochimiques et physiologiques qui suivent ont été obtenues chez les
9 derniers animaux (groupe contrôle, n=9). L’analyse du liquide affluent révèle
une P°2 à 395±20 mmHg et une pCO2 à 28±3 mmHg. Les lactates sont
indétectables par méthode d’analyse conventionnelle (essai électrochimique après
réaction avec le lactate oxidase). L’analyse des liquides effluents révèle une P°2
de 25 5±27 mmHg, une pCO2 de 41±5 mmHg, et un taux de lactate de 0,5±0,2
mmol/L.
Les résultats des expériences de réactivité vasculaire sont exprimés à la Figure 7.
La réponse de contraction à Phe 10-6 a été de -13.6±0,9 rnL/min. La vasodilatation
à la L-arg 10-4 a été de 0,4±0,6 mL/min. La vasodilatation à l’ACh 10-6 a été de
8,6±1,1 ml/min. La restauration du débit par administration de NPS 10-6 au lit
précontracté avec Phe 10-6, effectuée en fin d’expérience, a été de 97±5%.
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Figure 7. Étude de réactivité
vasculaire mésentérique chez
le rat sain.
Phe, phényléphrine, L-arg, L-arginine, Ach,
acéthylcholine.
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11- Étude de la réactivité vasculaire mésentérique dans l’endotoxémie chez
le rat et évaluation des inhibiteurs du monoxyde d’azote
Matériel et méthodes
Groupes d’étude
Des rats Sprague-Dawley de 300 g ont été utilisés pour toutes les expériences
(Laboratoires McGill. Montréal, Canada). Une série de 15 expériences a été
nécessaire pour développer le modèle et pour déterminer les concentrations
optimales des agents vasoactifs (voir partie I). Six groupes expérimentaux ont été
étudiés (figure 8). Un groupe contrôle (n=9) est constitué d’animaux sains. Un
deuxième groupe a reçu une injection de lipopolysaccharide (LPS, extrait
d’Echerishia Coli B6. Sigma, MO, É.-U.) en intra-péritonéal 4 heures avant
l’induction de l’anesthésie (groupe LPS, n=6). Quatre groupes traitement ont été
étudiés. Ces animaux ont reçu une injection intra-péritonéale d’un agent
thérapeutique 30 minutes avant l’injection de LPS, et donc 4h30 avant l’induction
de l’anesthésie. L’inhibiteur non-sélectif des voies du monoxyde d’azote N°
monométhyl-L-arginine a été utilisé (groupe L-NMMA, 100 mg/kg, n6). Deux
inhibiteurs sélectifs de l’iNOS et un agent guanidiné à faible effet inhibiteur sur les
voies du monoxyde d’azote ont été utilisés : aminoguanidine (groupe AMG,
j100 rng/kg. n=6) et 1,3-diaminoguanidine (groupe 1-3-DAG, 100 mg/kg, n6).
Egalement, le monométhylguanidine (groupe MMG, 100 mg/kg, n6).
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Figure 8. Protocole expérimental de traitement in vivo. Après 20 minutes de
stabilisation, une contraction avec Phe 10-6 puis une relaxation avec L-Arg 10-4
puis Ah 10-6 est effectuée. La bain est rincé (solution physiologique), puis, après
20 minutes de stabilisation, une contraction avec Phe 10-6 et relaxation avec NPS
est effectuée.
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Modèle de perfusion mésentérique
Le modèle de perfusion mésentérique utilisé est décrit ci-haut. Brièvement,
l’anesthésie générale est induite grâce à une injection intramusculaire de xylasine
(5 mg/kg) et ketarnine (75 mg/kg). Une anticoagulation est assurée par une dose
intramusculaire d’héparine (5 mg/kg). L’artère iliaque est canulée et la pression
artérielle initiale des animaux est notée. L’aorte abdominale est canulée puis
l’organe explanté et relié à un système de perfusion par gravité dans lequel il est
perfusé d’une solution de Krebs-Ringer modifiée ((mmol/L): NaC1 118.3; KC1
4,7, MgSO4 1,2, K2HPO4 1,22, CaCl2 2,6, NaHCO3 25; dextrose 15,0, p°2 95%,
pCO2 5%. 37 °C). L’organe est placé dans une chambre située à 80 cm en-dessous
du réservoir de perfusion, ce qui permet d’obtenir une pression de perfusion de
$0 cmH2O. Le système est relié à un débimètre à ultrasons de 3 mm de diamètre
(Transonic Systems Inc.. Ithaca, NY, É-U). Les mesures rapportées sont donc
exprimées en termes de variations de débit (Adébit). Les expériences sont menées
en présence d’indométhacine (10-5 M) pour prévenir la synthèse de dérivés
endogènes des prostanoïdes.
Études de réactivité vasculaire
Évaluation des inhibiteurs du monoxyde d’azote en pré-traitement in vivo
La séquence de vasoconstrictionlvasodilatation optimale a été déterminée par les
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études préliminaires (voir Résultats). Les concentrations optimales ont également
été déterminées par les expériences initiales, sauf pour la L-arginine qui a été
administrée à dose pharmacologique maximale compatible avec son utilisation
clinique (10-4 M). Après 20 minutes de stabilisation par perfusion de la solution de
Krebs-Ringer modifiée, la contractilité du lit vasculaire a été évaluée par une
perfttsion de phényléphrine 10-6 (Figure 7). Après obtention d’un débit stable
pendant 2 minutes, la présence de l’iNOS a été évaluée par perfusion latérale de
son substrat, la L-arginine (10-4 mol/L). L’activité de la voie endothéliale du
monoxyde d’azote (ecNOS) a ensuite été évaluée en ajoutant une perfusion latérale
d’acétylcholine 10-6. Ces trois perfusions arrêtées, la préparation a été perfusée de
Krebs-Ringer modifié pendant 20 minutes. L’intégrité du muscle lisse a finalement
été vérifiée par injection de nitroprussiate de sodium (NPS) 10-6, un agoniste direct
de la guanylate cyclase (GCs), après précontraction avec phényléphrine (Phe) 10-6.
Analyses biochimiques
La p°2. la pCO2. et le taux de lactate dans le liquide affluent et effluent ont été
mesurés pour toutes les expériences avant et après les injections d’agents
vasoactifs. Un prélèvement sanguin a été effectué avant la ligature de l’aorte pour
tous les animaux et un dosage des taux de nitrites et nitrates sériques a été effectué
par chromatographie liquide à haute pression selon une technique décrite81. Les
échantillons sériques ont été injectés directement dans une chambre contenant une
solution de réduction à 95 °C et 6,9 torr d’hélium. Les nitrites/nitrates réduits sont
jensuite condensés et acheminés vers l’analyseur chromatographique (Bendix Inc.,
modèle $101).
La solution de réduction des nitrites est à base d’iodine de sodium et préparée
quotidiennement. La solution de réduction des nitrates est à base de chlorure de
vanadium.
Immunohistochimie
Un segment de l’artère mésentérique supérieure a été prélevé à la fin de chaque
expérience et fixé dans une préparation de formaline (PBS,formaÏin phosphate
buffered saline). Le spécimen a ensuite été enrobé dans la paraffine. Des analyses
qualitatives immunohistochimiques ont été effectuées par technique de marquage à
l’immunoperoxidase82 en utilisant un anticorps polyclonal de lapin anti-iNOS
(Santa Cruz Laboratories, Santa Cruz, CA, É.-U).
Après déparaffinisation. réhydratation et blocage de l’activité endogène de la
peroxidase, l’anticorps primaire a été appliqué pendant 60 minutes avec sérum de
chèvre 1% dilué dans la solution de PBS. Une concentration équivalente d’un
anticorps IgG non-spécifique a été utilisée dans une série d’expériences contrôles.
Ensuite, un anticorps de chèvre anti-lapin (Vector Laboratories) a été appliqué
pendant 60 minutes. Un marquage à la peroxidase a été effectué avec un complexe
avidine-peroxidase. La visualisation de l’anticorps a été établie après 5 minutes
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d’exposition à 3.3’-diaminobenzidine 0,05% (Vector Laboratories) dans le Tris
HCL 0,05 mmol/L à pH 7,6 avec 0,003% de peroxyde d’hydrogène. Les vaisseaux
ont été contre-marqués par immersion dans une solution d’hématoxyline de Mayer.
L’expression d’iNOS est évaluée qualitativement par la présence de taches brunes
grâce à un microscope vidéo couleur 3CCD (charge-couple device) adapté à un
logiciel de lecture (Adobe Photoshop, Adobe Inc.).
Évaluation des inhibiteurs du monoxyde d’azote en perfusion ex vivo
Le L-NMMA et l’AMG ont été évalués lorsqu’administrés pendant 30 minutes en
perfusion ex vivo dans 4 groupes supplémentaires (Figure 9). Les deux premiers
groupes étaient constitués d’animaux sains (groupe contrôle-LNMMA, n6, groupe
contrôle-AMG, n6) et les deux derniers groupes d’animaux endotoxémiques.
Ceux-ci ont reçu une injection de LPS 20 mg/kg 4 heures avant l’anesthésie
(groupe LPS-LNMMA, w=6, groupe LPS-AMG, n6). Les préparations
mésentériques ont été effectuées selon la description ci-dessus. Chez ces 4
groupes. après 30 minutes de stabilisation par perfusion de solution de Krebs
Ringer modifiée, une première contraction-relaxation a été effectuée à la
phényléphrine, L-arginine puis à Facétylcholine, tel que décrit pour les expériences
précédentes (Figure 8). Une période de stabilisation de 15 minutes a suivi. Pour
deux groupes (groupe contrôle-LNMMA, groupe LPS-LNMMA), une perfusion de
L-NMMA 10-4 a ensuite été débutée par port latéral. Après 30 minutes de
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Figure 9. Protocole expérimental de traitement ex vivo: contrôle-LNMMA,
contrôle-AMG, LPS-LNMMA et LPS-AMG. Après une première contraction-
relaxation, une période d’incubation de 30 minutes avec un agent thérapeutique est
débutée (AMG 10-4 ou L-NMMA 10-4). Une deuxième contraction-relaxation est
effectuée. Les deux groupes contrôle n’ont pas reçu d’injection in vivo.
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perfusion, l’étude de réactivité vasculaire a été répétée de la même façon. Pour les
deux autres groupes (groupe contrôle-AMG. groupe LPS-AMG), la préparation a
été perfusée pendant 30 minutes avec AMG 10-4.
Produits et solutions
Toutes les solutions ont été préparées quotidiennement dans l’eau nanopurifiée sauf
l’indométhacine qui a été dissoute initialement dans une solution de NaCO3 10-5
puis dans l’eau. La phényléphrine, l’acétylcholine, la L-arginine, le nitroprussiate
de sodium, Ï’indométhacine. le lipopolysaccharide E.Coli B6, la NGmonométhyl
L-arginine, 1’ arninoguanidine, la 1-3 -diamino-guanidine, et le
monométhylguanidine ont été achetés à Sigma Chemicals (St-Louis. MO, É.-U.).
Analyses statistiques
Les données sont exprimées en moyennes ± erreur-type. Les données des mesures
biochimiques sont comparées par analyses d’ANOVA. Les variations de débit sont
comparées entre les différents groupes d’étude par analyse de variance puis par le
test post oc de Student-Newman-Keuls. Les données des expériences pré-
traitement et post-traitement par perfusion ex vivo ont été analysées d’abord
individuellement, par test de t pairés. Les deux groupes traitement (L-NMMA et
AMG) ont ensuite été comparés par analyse d’ANOVA bidirectionnelle pour
jmesures répétées. Une valeur p égale ou inférieure à 0,05 est considérée comme
étant statistiquement significative.
Résultats
Études de réactivïté vasculaire
Évaluation des inhibiteurs du monoxyde d’azote en pré-traitement in vivo
Les résultats sont résumés dans la Figure 10. La réponse à la phényléphrine est
nettement diminuée dans le groupe LPS (Adébit. mL/min. contrôle -13,7±0.9, LPS -
6.3±2,4, p<O,OS). Cette réponse est restaurée dans tous les groupes pré-traités
(Adébit, mL/rnin, contrôle -13,7+0,9, LNMMA -10,5±2,3, AMG -11,0±3,6, 1-3-
DAG -8,9+3,2, MMG -9,7±4,6, pns pour toutes paires). La réponse à la L
arginine étant pratiquement nulle dans le groupe contrôle, celle-ci est nettement
majorée dans le groupe LPS (Adébit, mL/min, contrôle 0.4±0,6, LPS 4,0±1,1,
p<O,OS). Cette réponse est augmentée de façon similaire dans les groupes traités
avec LNMMA, 1-3-DAG et MMG (Adébit, mL/min, LPS 4,0+1,1, LNMMA
3,1±1,9, 1-3-DAG 3,4+2,0, MMG 4,1+2,3, p=ns pour toutes paires) mais nettement
diminuée dans le groupe traité avec AMO (Adébit, mL/min. LPS 4.0+1.1, AMG
1,1±1.3, p<O.OS). La réponse à l”ACh, forte dans le groupe contrôle, est nulle dans
le groupe LP$ (Adébit, rnL/rnin, contrôle 8,6±1,1, LP$ -0,2+1,2, p<0,OOÏ). Cette
réponse est restaurée dans le groupe AMG (Adébit, mL/rnin, LPS -0,2+1,2, AMG
6,4+2,1,
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p<O.05) dans lequel il n’y a pas de différence statistiquement significative avec la
réponse du groupe contrôle (Adébit, mL/rnin, contrôle 8,6±1,1, AMG 6,4+2,1,
p=ns). La réponse à Ï’Ach n’est cependant pas restaurée dans les autres groupes
traités (Mébit, rnL/min, contrôle 8.6±1,1, LNMMA 0,5±0.3, 1-3-DAG 0,4±0,3,
MMG 0,2±0.8, p<0.05 pour tous les groupes vs contrôle). L’administration de
NPS a révélé une restauration du débit à plus de 90% de sa valeur initiale pour
toutes les expériences.
Analyses biochimiques
L’analyse du liquide affluent révèle une P02 à 400±30 mrnHg et une pCO2 à 30±3
mmHg. L’analyse des liquides effluents révèle une p°2 de 240±30 mmHg, une
pCO2 de 45±9 mmHg, un taux de lactate de 0,5±0,3 mmol/L. Les différences entre
les groupes ne sont pas statistiquement significatives. Les concentrations des
nitrites et nitrates sériques sont résumés dans les figures 1 la et 1 lb. Les nitrates se
sont élevés de façon significative dans le LPS, cette élévation n’étant pas observée
dans les groupes pré-traités avec L-NMMA, AMG et 1 -3-DAG (tM, contrôle
18+ 10, LPS 233±58, p<O,05, L-NMMA 70+20, p=ns, AMG 40+5, pns, 1-3-DAG
130±20, p=ns, MMG, 240±60, p<O,O5). Ces agents préviement donc l’élévation
des nitrates sériques. Le MMG n’a eu aucun impact sur la réduction de la
production de nitrates. La même distribution a été observée lors du dosage des
nitrites (jiM, contrôle 0,6±0.1, LPS 4,4±0,8, p<O,O5, L-NMMA 0,9+0,3, AMG
0,8±0,2. pns, 1-3-DAG 2,1+0,3, p=ns, MMG, 3.7±1.1. p<O,OS). L’élévation des
nitrites sériques est donc prévenue par L-NMMA. AMG et l-3-DAG.
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Immunohistochimie
Le marquage à l’immunoperoxidase des segments proximaux d’artère mésentérique
exposés à un anticorps anti-NOS2 (iNOS) est démontré dans la Figure 12. Les
taches brunes représentent un marquage positif. Le groupe contrôle s’est avéré
négatif, et les cinq groupes endotoxémiques. soit les groupes LPS, L-NMMA,
AMG, 1-3-DAG et MMG, se sont avérés positifs.
À
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Fiaure 12. Marquage immunohistochimique des artères mèsentériques
avec un anticorps polyclonal pour l’iN OS pour les groupes de
l’expérience de traitement in vivo. a) contrôle b)LPS c) LNMMA
d: 1-3-DAC f) MMG.
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Évaluation des inhibiteurs du monoxyde d’azote en perfusion ex vivo
Les résultats des expériences de réactivité vasculaire après 30 minutes de perfusion
ex vivo sont résumés au Tabteau I et à la Figure 13. Dans le groupe perfusé avec
L-NMMA, on note une tendance à l’augmentation de la contraction à la
phényléphrine (Adébit, mL/min, pré-traitement -7.5 + 1,0, post-traitement
-
11,3+1,0, p=O.06) et une augmentation de la vasodilatation à la L-arginine après
traitements (Mébit, mL/min, pré-traitement 3,9±0,3, post-traitement 9,3+1,3,
p=0,Ol). L’augmentation de la vasodilatation à Facétylcholine est également
statistiquement significative. Dans le groupe perfusé avec AMG, une tendance à
l’augmentation de la contractilité est notée après traitements (Adébit, mL/min, pré-
traitement -6,3±0,9, post-traitement -9,2±1,1, p=0,l), cette augmentation n’ étant
pas statistiquement significative. La vasodilatation à la L-arginine est diminuée
(Adébit, mL/min, pré-traitement 4.0±0,4. post-traitement 1.1±0,3, p0.003) et la
réponse à l’acétylcholine améliorée, de façon statistiquement significative (Adébit,
rnL/min, pré-traitement -0,7+0,4, post-traitement 3,5±0,9, p=O,OO9). L’intégrité du
muscle lisse a été établie pour toutes les expériences par confirmation d’une
vasodilatation avec NPS 10-6.
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Tableau 1. Réponses aux agents vasoactifs avant et après perfusion
d’inhibiteurs des voies de du NO administrée ex vivo pendant
30 minutes: comparaisons individuelles avant et après la perfusion
Groupe d’étude pré-trattement post4raitement p
mLfrmn mLmin
ContrIe L.NMMA (iî=4
i3,0*22 •95±f5 0,07
L-arg
-1,2±0,4 1,1±0,3 -2,3±1,0 0,02
Ach 929 7,1±1,5
-22±1,7 0,14
Contr6le AMG tn”fO)
ph -131*11
-9*l 6*1,0 t2
L-erg 02i0$ -OA±0$ J5±07 0,5
Ach 83*1.5 89 2,2±O 0j3
LFS.LNMM% (“5?
ph ?,5±1,Û 113±1,0 .3,9±1,6 0,
L-irg 3,9±03 93±13 .5,4±1,3 01
Ah
-4±0,8 1,1±12 .2,1±1,? 027
LPSAMG (n7)
phe
-92*1,1 .2,9j1,5 0,1
L-arg 11±0,3 29±0 0P33
Ach 35,9 -4,2±1,1 o,cu9
Les 2 groupes controles n’ont pas recu de LP&
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Discussion
Modèle pour l’étude de la réactivité vasculaire mésentérique
Dans la première partie de ce travail, nous avons développé un nouveau modèle
d’étude de la réactivité vasculaire chez le rat. Dans les expériences de validation
initiales puis dans cette première étude dans l’endotoxémie, ce modèle a démontré
trois qualités principales: il s’apparente à la physiologie in vivo, il génère des
résultats reproductibles et il est simple d’utilisation.
Les modèles existants de réactivité vasculaire systémique exigent des
manipulations des artères qui les éloignent de leurs conditions physiologiques. Le
modèle de tension isométrique sur des anneaux vasculaires étudie la réactivité d’un
vaisseau isolé et non-perfusé. Le modèle de perfusion mésentérique de McGregor
demande l’exclusion d’une grande partie du lit vasculaire. Le tissu de soutien est
réséqué et la résistance veineuse est exclue. Le modèle que nous avons développé
élimine ces lacunes en préservant l’intestin dans son ensemble, de son apport
sanguin au niveau de l’aorte à son retour sanguin au niveau de la veine porte. Le
débit constaté à pression physiologique représente le quart du débit cardiaque de
l’animal et les résultats qu’il génère reflètent donc la contractilité et la
conductibilité d’une proportion très grande du lit systémique. Les vaisseaux
étudiés, hormis l’aorte et la veine porte, ne sont pas manipulés. Leur intégrité
anatomique est assurée, et leur intégrité physiologique en est accrue: la fiabilité de
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ce modèle en terme de reproduction de l’état physiologique lui confère donc un
avantage par rapport aux modèles existants. L’artère mésentérique inférieure n’a
toutefois pas été canulée dans ce modèle malgré que le colon et son retour veineux
porte aient été gardés. L’avantage d’éviter d’exclure le colon est que la
manipulation du lit vasculaire mésentérique est ainsi minimal. Cependant, il est
possible qu’une lésion colique ischémique soit engendrée par le fait que l’artère
mésentérique inférieure ne soit pas perfusée. L’absence d’élévation des taux de
lactates au niveau de l’effluent veineux révèle toutefois que cette lésion est
probablement négligeable.
La reproductibilité des modèles existants, lorsqu’utilisés adéquatement, a été
démontrée dans plusieurs contextes cliniques. Le modèle que nous présentons s’est
également distingué par sa reproductibilité. En effet, lorsque les résultats sont
exprimés en terme de variations de débit, la variabilité a été restreinte et des
résultats significatifs ont pu être obtenus avec un nombre d’animaux limité. En
effet, il n’a fallu que 6 animaux par groupe pour démontrer une une diminution de
la contractilité, une vasodilatation à la L-arginine, et une atteinte de la réponse à
l’acétylcholine induite par l’endotoxémie. La stabilité des débits de base avant et
après les expériences de réactivité vasculaire a permis d’effectuer une deuxième
évaluation et de procéder à des études thérapeutiques ex vivo. Cela permet des
analyses statistiques par mesures répétées, qui peuvent ajouter à la richesse des
résultats en ce que chaque sujet devient son propre contrôle.
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Le modèle que nous présentons est également facile d’utilisation. Une fois la
technique maîtrisée, il nous a permis d’effectuer $ expériences par jour, soit
environ un groupe d’étude complet. en n’employant qu’un opérateur et un
technicien. Les matériaux sont peu coûteux. Une chambre confectionnée sur
mesure a toutefois été nécessaire. Les animaux choisis sont faciles de manipulation
et la technique de dissection a été maîtrisée après environ 10 expériences. En
comparaison avec les modèles dans lesquels les artères de résistance sont étudiées
de manière isolée, le modèle de perfusion mésentérique est très accessible puisqu’il
n’exige pas une manipulation fine de ces vaisseaux de très petit calibre.
L’atteinte de la réactivité vasculaire mésentérique dans l’endotoxémie
Notre étude suggère que la voie endothéliale constitutive du monoxyde d’azote est
fortement atteinte dans l’endotoxémie. Dans le groupe LPS. la réponse de
vasodilatation à l’acétyîcholine est pratiquement nulle. Une légère contraction a été
notée (Figure 9). Cette contraction est due à la stimulation des récepteurs
cholinergiques du muscle lisse, qui provoque sa contraction. Ces résultats
corroborent l’idée acceptée que les états inflammatoires comme le choc septique
entraînent une dysfonction endothéliale. Ils suggèrent même que dans ces
situations, le contrôle endothélial de régulation du débit est complètement aboli.
Ceci pourrait mener à des phénomènes de malperfusion mésentérique et porter
atteinte à la fonction barrière de la muqueuse intestinale. Cette atteinte pourrait
expliquer en partie la translocation bactérienne accrue décrite récemment dans
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plusieurs états d’inflammation aigu, tel le choc inflammatoire relié à l’usage de la
circulation extra-corporelle en chirurgie cardiaque et vasculaire36.
Les résultats présentés ici ne permettent pas de décrire le mécanisme menant à
l’inactivité de l’ecNOS dans l’endotoxémie. Le modèle de perfusion mésentérique
permettra toutefois des études mécanistiques par administration d’autres agents de
vasodilatation par stimulation de l’ecNOS, conmie la bradykinine, qui utilise une
cascade enzymatique différentes de l’acétylcholine, ou le calcium ionophore
(A23 187), un analogue de la calmoduline qui permet de stimuler l’ecNO$ sans
l’intermédiaire de récepteur membranaire.
Les inhibiteurs des voies du monoxyde d’azote: une avenue thérapeutique
dans l’inflammation aigui
Les résultats de cette étude corroborent ceux de travaux précédents qui ont
démontré qu’une inhibition de la synthèse non-contrôlée du monoxyde d’azote
dans le choc septique restaure la contractilité des lits vasculaires systémiques et
augmente la résistance périphérique. La capacité des inhibiteurs des voies du
monoxyde d’azote à restaurer le contrôle endothélial de la relaxation demeure un
sujet controversé. Dans notre modèle de perfusion mésentérique, l’aminoguanidine
a prévenu l’abolition de la réponse à l’acétylcholine causée par l’endotoxémie. Ce
travail démontre donc que cet agent permet de préserver la fonction de la synthase
endothéliale constitutive du monoxyde d’azote. La 1-3-DAG, et le MMG, malgré
50
qu’ils améliorent également la contractilité du lit mésentérique, n’ont eu qu’un
impact minime sur Finhibition de la synthase inductible du monoxyde d’azote
(iNOS). Le L-NMMA, malgré qu’il ait diminué la production de monoxyde
d’azote tel que suggéré par l’analyse des nitrites et nitrates sériques, n’a pu
empêcher complètement la vasodilatation lors de l’administration de
L-arginine. Aussi, la réponse à l’acétylcholine chez les animaux endotoxémiques
pré-traités avec L-NMMA est abolie, ce qui peut être relié à une inhibition
incomplète de l’iNOS (malgré l’utilisation d’une dose thérapeutique maximale)
mais plus probablement à l’action d’inhibition de l’ecNOS de cet agent non
sélectif. La démonstration de l’inhibition complète de l’iNOS nécéssiterait des
études de quantification des produits de dégradations du NO. nitrites et nitrates,
dans des préparations cellulaires.
Le résultats obtenus avec le L-NMMA en pré-traitement sont en désaccord avec la
littérature précédente. Selon les études sur macrophages isolés, à ces doses, la
puissance du L-NMMA est semblable à celle de l’aminoguanidine en terme
d’inhibition de l’iNOS, ce qui n’a pas été le cas. Cette discordance peut être
expliquée par un effet pharmacologique ou par une différence de contexte
expérimental. Les macrophages isolés et les cellules endothéliales étudiées dans
leur milieu naturelle nont probablement ni la même concentration d’ecNOS ni le
même potentiel de synthèse d’iNOS ce qui pourrait expliquer la différence
d’impact des agents thérapeutiques que nous avons étudié. Nous avons utilisé des
doses semblables des deux agents dans ces expériences. Nous n’avons cependant
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pas mesuré la concentration plasmatique de ces agents. Malgré que ces deux agents
aient un profil pharmacologique apparenté, il n’est pas exclu qu’un effet
pharmacodynamique ait favorisé l’aminoguanidine. Par exemple, ces agents ont
des solubilité différente en milieus aqueux et lipidique et donc une différence de
biodisponibilité a pu avantager un agent ou l’autre. Il est également possible que
la discordance entre nos résultats et ceux obtenus dans des expériences sur cellules
ou sur vaisseaux isolés soient reliés au contexte expérimental. En effet, dans notre
modèle, l’intestin et son lit vasculaire sont viables pour toute la durée des
expériences. L’intégrité des interactions entre les différentes structures
anatomiques et donc le contexte pathophysiologique est préservé. Ceci peut avoir
un impact important sur l’activité des enzymes impliquées dans l’inflammation et
sur la capacité des agents thérapeutiques d’atteindre ces enzymes et de moduler leur
action. De tels phénomènes peuvent favoriser un agent thérapeutique et non
d’autres et expliquer les discordances entre nos résultats et ceux des autres groupes.
L’inhibition de l’iNOS et le rétablissement d’une vasodilatation dépendante de
l’ecNOS par l’aminoguanidine dans l’endotoxémie a été possible de deux façons:
lorsqu’administrée précocément, in vivo, avant l’induction du choc, et
lorsqu’administrée tardivement, ex vivo, en perfusant pendant 30 minutes l’intestin
d’un animal ayant été en choc endotoxémique profond. Nous avons également
démontré que l’action de l’aminoguanidine et des autres inhibiteurs des voies du
monoxyde d’azote étudiés n’avaient aucun impact sur l’expression de l’iNOS. En
effet, l’évaluation marquage immunohistochimique de l’iNO$ a démontré qu’elle
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est exprimée de façon aussi importante chez les animaux endotoxémiques ayant
reçu un pré-traitement avec l’un de ces agents. Les agents évalués n’ont donc pas
d’impact sur l’induction de l’iNOS. Leur effet est strictement relié à une inhibition
de l’activité de l’enzyme. Telle qu’attendue. l’efficacité de l’aminoguanidine a
donc été observée lorsqu’administrée tardivement. Ceci est cohérent avec la
compréhension actuelle de la pathophysiologie d’atteinte de la réactivité vasculaire
reliée au choc septique. Celle-ci est reliée à la présence de monoxyde d’azote en
quantité importante et constamment renouvelée. Une inhibition efficace de l’iNOS,
source principale de monoxyde d’azote, peut avoir un effet thérapeutique rapide
puisque l’action du monoxyde d’azote est de très courte durée.
L’utilité des inhibiteurs des voies du monoxyde d’azote dans ces situations
cliniques demeure controversée. L’inhibiteur de la guanylate cyclase. le bleu de
méthylène, est utilisé dans le traitement de la vasoplégie reliée au choc septique ou
au syndrome post-circulation extra-corporelle en chirurgie cardiaque. Cet agent
inhibe la guanylate cyclase et son action s’étend donc à toutes les voies du
monoxyde d’azote. L’augmentation des résistances périphériques lors de son
utilisation dans les états inflammatoires a été démontrée chez l’animal et son effet
chez l’humain corrobore ces résultats. Il n’a cependant pas démontré jusqu’ici
aucun avantage sur la survie ou la morbidité. Le L-NMMA, lorsqu’utilisé chez
l’humain, a également augmenté le tonus vasculaire systémique et diminué le
besoin d’agents vasopresseurs adrénergiques. Il a cependant été associé avec une
diminution des indices de perfusion périphérique et à une baisse du débit cardiaque.
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Cet inhibiteur non-sélectif des voies du monoxyde d’azote ne peut rendre aux lits
vasculaires périphériques leur capacité d’autorégulation puisque celle-ci dépend de
l’intégrité de la voie constitutive du monoxyde d’azote, qu’il a inhibé de façon
marquée dans notre modèle d’endotoxémie. Ceci pourrait expliquer la diminution
de la perfusion périphérique observée chez l’humain.
Les inhibiteurs sélectifs de l’iNOS ne présentent pas ce même potentiel délétère.
Théoriquement, leur effet se limitant pratiquement à l’inhibition de l’iNOS seule,
ils permettent une restauration de l’intégrité de la voie endothéliale du monoxyde
d’azote. Cet avantage a été confirmé dans le cadre expérimental de notre modèle.
Il doit cependant être considéré avec réserve. En effet, la voie inductible du
monoxyde d’azote n’est pas une voie «pathologique » au départ. Il s’agit d’une
réponse de défense de l’organisme dont l’activation exagérée peut entraîner une
vasoplégie éventuellement néfaste. Son rôle protecteur est probablement
nécessaire, tant pour ce qui est de la préservation de réactivité vasculaire que pour
ces effets cytoprotecteurs. Une inhibition contrôlée de cette voie inductible est
donc probablement souhaitable. Cette forme de traitement pourrait nécéssiter une
évaluation de l’activité de l’iNOS ou une évaluation non-invasive de la réactivité
vasculaire du sujet.
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Conclusion
Nous avons donc développé et validé un modèle de perfusion mésentérique
permettant d’évaluer, dans un contexte rapproché de l’état physiologique, l’atteinte
de la réponse vasculaire dans le choc septique. De façon spécifique, ce modèle
nous a permis d’étudier l’atteinte du lit vasculaire mésentérique dans
l’endotoxémie. Nous avons mis en évidence une diminution marquée de la
contractilité et une abolition de la capacité endothéliale de vasodilatation, qui
traduisent une perte de l’autorégulation du débit sanguin de l’intestin. Ce modèle
expérimental de choc nous a également permis d’évaluer l’impact de l’inhibition
non-sélective et sélective des voies du monoxyde d’azote dans l’endotoxémie. Le
L-NMMA, non-sélectif, malgré qu’il restaure efficacement la contractilité
vasculaire et limite la relâche de monoxyde d’azote de la voie induite, bloque
également le contrôle endothélial de la vasodilation en inhibant l’ecNO$, la voie
constitutive de régulation du tonus vasculaire. L’aminoguanidine, sélective, a
également restauré efficacement la contractilité vasculaire et limité la relâche de
monoxyde d’azote par l’iNOS. Elle a également prévenu la perte de la réponse à
l’acétylcholine de l’ecNOS lorsqu’administrée précocément et restauré cette
réponse lorsqu’administrée tardivement. Elle a donc potentiellement contribué à
préserver le contrôle endothélial du tonus vasculaire dans ce modèle de choc
vasoplégique expérimental. Malgré qu’elle n’ait été utilisée en clinique à ce jour,
elle est hydrosoluble et sa structure est similaire au L-NMMA, déjà utilisé chez
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l’humain. Cet agent présente donc un intérêt potentiel dans le traitement des états
inflammatoires entretenus par la voie inductible du monoxyde d’azote.
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